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Resumo

Em todo o planeta, grandes quantidades de efluentes sao descartadas diariamente em
aguas naturais. Dentre os principais residuos gerados destacam-se os corantes, compos-
tos toxicos e de dificil degradagao, que podem ocasionar graves problemas a fauna e a
flora devido & natureza mutagénica de seus constituintes. Nanoparticulas estabilizadas
com produtos naturais e seus derivados, apresentam-se como uma alternativa no tra-
tamento desses efluentes devido as suas propriedades fisicas e quimicas, podendo atuar
como material de suporte na transformacao de varios poluentes. Neste trabalho foram
sintetizadas nanoparticulas de prata (AgNPs) estabilizadas com os polissacarideos goma,
do cajueiro (GC-AgNPs), goma do cajueiro acetilada (GCA-AgNPs) e goma do cajueiro
carboximetilada (GCC-AgNPs), para a utilizagdo como catalisadores do borohidreto de
sodio (NaBH,) na reacao de redugao do vermelho congo, um corante toxico e carcino-
génico, amplamente utilizado em diferentes industrias. As AgNPs foram caracterizadas
através de espectroscopia de uv-visivel, espalhamento dindmico da luz, potencial zeta, es-
pectroscopia do infravermelho com transformada de Fourier, microscopia de forca atomica
e analise de rastreamento de nanoparticulas, os dados indicaram o sucesso da sintese e foi
possivel verificar quais parametros eram determinantes para o tamanho e estabilidade das
AgNPs. As nanoparticulas mostraram-se eficientes catalisadores na degradacao do ver-
melho congo, diminuindo consideravelmente o tempo de reacao para apenas 25 minutos.
Avaliou-se também o potencial antimicrobiano das particulas, indicando que GCA-AgNPs
e GCC-AgNPs apresentaram efeito bacteriostatico contra Staphylococcus aureus ATCC
29213, Staphylococcus aureus MRSA 43300 e Escherichia coli ATCC 25922. Ao analisar
a toxicidade das substancias utilizadas neste trabalho através do modelo Galleria mel-
lonella, GC-AgNPs e GCC-AgNPs apresentaram uma porcentagem de sobrevivéncia de
93,7% da populacao de larvas testadas e GCA-AgNPs apresentou 81,2%, nao sendo con-
sideradas toxicas. Ja o vermelho congo mostrou-se toxico, induzindo a morte de 62,5%
das larvas testadas, enquanto o residuo proveniente da sua degradacao induziu a morte
de apenas 6,7% da populacao, indicando uma diminuicao da toxicidade do sistema apos

a reacao de reducao catalisada pelas AgNPs.

Palavras-chave: Polissacarideos, nanoparticulas, corantes, catalise



Abstract

Across the globe, large amounts of effluent are disposed off daily in natural waters. Among
the main residues generated are dyes, toxic compounds with difficult degradation, which
can cause serious problems to fauna and flora due to the mutagenic nature of their con-
stituents. Nanoparticles stabilized with natural products and their derivatives, are an
alternative in the treatment of these effluents due to their physical and chemical prop-
erties, and can act as support material in the transformation of several pollutants. In
this work, silver nanoparticles (AgNPs) stabilized with the polysaccharides cashew gum
(GC-AgNPs), acetylated cashew gum (GCA-AgNPs) and carboxymethylated cashew gum
(GCC-AgNPs) were synthesized for use as catalysts of the Sodium borohydride (NaBH,)
the reduction reaction of Congo red, a toxic and carcinogenic dye, widely used in different
industries. The AgNPs were characterized by uv-visible spectroscopy, dynamic scattering
of light, zeta potential, Fourier transform infrared spectroscopy, atomic force microscopy
and nanoparticle tracking analysis. The data indicated the success of the synthesis and
it was possible to verify which parameters were determinant for the size and stability of
the AgNPs. The nanoparticles showed efficient catalysts in the degradation of the Congo
red, considerably reducing the reaction time to only 25 minutes. The antimicrobial po-
tential of the particles was also evaluated, indicating that GCA-AgNPs and GCC-AgNPs
presented bacteriostatic effect against Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococ-
cus aureus MRSA 43300 and Escherichia coli ATCC 25922. In analyzing the toxicity of
the substances used in this work through the Galleria mellonella model, GC-AgNPs and
GCC-AgNPs showed a percentage survival of 93.7 % of the population of larvae tested
and GCA-AgNPs presented 81.2 %, not being considered toxic. Congo red was toxic, in-
ducing the death of 62.5 % of the larvae tested, while the residue from its degradation
induced the death of only 6.7 % of the population, indicating a decrease in the toxicity
of the system after the reduction reaction catalyzed by AgNPs.

Key-Words: Polysaccharides, nanoparticles, dyes, catalysis
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1 INTRODUCAO

Os corantes sao substancias amplamente utilizadas pelo homem no decorrer da his-
toria. Existem relatos do uso de corantes em periodos superiores a 30 mil anos, geralmente

associadas a pinturas rupestres.

Com o passar dos anos, diversas civilizagoes desenvolveram as mais variadas apli-
cagOes para corantes. Chineses e Egipcios comegaram a utilizé-los como maquiagem, deco-
racao de templos, palacios e tumbas. Os Greco-romanos e Bizantinos se tornaram grandes

extratores de corantes e desenvolveram técnicas de tingimento de tecidos (MELLO; SU-
AREZ, 2012).

Até o século XIX, todos os corantes utilizados eram de origem natural, derivados
de moluscos, insetos, vegetais e outros tipos de matéria orgadnica. A gama de cores era
bastante limitada, assim como a utilidade dos corantes e a disponibilidade comercial das
fontes de suprimento, fato que encorajou a busca por corantes com propriedades supe-
riores — os corantes sintéticos. O primeiro corante sintético foi descoberto em 1856 pelo
quimico inglés William H. Perkin, revolucionando a formulagao e fabricagao de coran-
tes, permitindo sintetizé-los em escala industrial, com diferentes férmulas e tonalidades

(BAFANA; DEVI; CHAKRABARTI, 2011).

Atualmente, a maioria dos corantes e pigmentos comerciais disponiveis sao subs-
tancias sintéticas amplamente utilizadas em diversos setores, como por exemplo, nas in-
dustrias de plésticos, téxtil, grafica, de fotografia, farmacéutica, alimenticia, de cosméticos,
entre outras (BAFANA; DEVI; CHAKRABARTI, 2011).

Apesar de sua importancia econémica nos mais variados ramos da industria, algu-
mas dessas substancias representam grande perigo ao meio ambiente por serem toxicas e
de dificil degradacao. O descarte de efluentes contendo corantes sem tratamento adequado
nos ambientes aquaticos pode levar rapidamente ao esgotamento do oxigénio dissolvido,
tendo como consequéncia o desequilibrio de ecossistemas.Além disso, estes compostos sao
suscetiveis & acumulacao em plantas e outros organismos vivos e impedem a penetra-
¢ao da luz solar nas camadas mais profundas, alterando a atividade fotossintética do
meio, resultando em deterioracao da qualidade dessa agua, diminuicao da solubilidade

de oxigénio, ocasionando por consequéncia, efeitos toxicos sobre a fauna e flora aquatica

(LALNUNHLIMI; KRISHNASWAMY, 2016; ARAVIND et al., 2016).

A fiscalizacao e monitoramento ineficientes destes residuos pelos érgaos compe-
tentes, em conjunto a uma legislagao ainda incompleta e com pouco debate ptblico sao
silenciosos fatores de risco para o ambiente. Algumas empresas investem somente o basico

no tratamento de seus residuos (apenas o suficiente para escapar das multas), sem se preo-
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cupar com os impactos sociais e ambientais (ABREU et al., 2008). Entretanto, em virtude
do maior acesso a informacao, a sociedade tem se tornado mais consciente e preocupada
com a preservagao dos recursos naturais, e com isso as leis ambientais estao cada vez mais
rigidas demandando métodos ambientalmente adequados e economicamente viaveis para

o tratamento de efluentes contendo corantes.

Dentre as técnicas utilizadas para o tratamento e remocao de corantes, a redugao
catalitica tem se mostrado promissora, pois nesse método as moléculas sao transformadas

em produtos menos toxicos para o meio ambiente, além de promover sua descoloracao

(NASEEM; BEGUM; FAROOQI, 2017; NASEEM et al., 2018).

Nanoparticulas metalicas apresentam-se como uma alternativa promissora no tra-
tamento destes efluentes, principalmente por suas propriedades cataliticas que as tornam
materiais de suporte na transformacao de varios poluentes organicos. Este trabalho obje-
tivou a sintese de Nanoparticulas de Prata (AgNPs), estabilizadas com os polissacarideos
Goma do Cajueiro, Goma do Cajueiro Acetilada e Goma do Cajueiro Carboximetilada
para a utilizagdo como catalisadores do borohidreto de so6dio (NaBH,) no processo de
redugao do corante Vermelho Congo, que é uma substancia téxica e carcinogénica vas-
tamente utilizada em diversos segmentos da industria, gerando grande quantidade de
efluentes, representando um risco para todo o ecossistema. Sua atividade antimicrobi-
ana também foi avaliada, bem como a toxicidade do residuo proveniente do processo de

descoloragao do corante frente ao modelo Galleria mellonella.



15

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo serao apresentados os principais conceitos que embasam este tra-
balho, falaremos sobre os impactos ocasionados pelo descarte inadequado de corantes e
sobre o risco que eles representam para todo o ecossistema, além disso abordaremos tam-
bém importante papel das nanoparticulas como uma alternativa para o tratamento dessas

substancias.

2.1 A Quimica e o meio ambiente

O crescimento populacional aliado a um consumo exacerbado tem como consequén-
cia o aumento das atividades industriais e da retirada de matéria-prima do meio ambiente.
Este processo produtivo gera grandes quantidades de poluentes, tornando os problemas
ambientais cada vez mais criticos, acarretando no esgotamento dos recursos naturais, fato
que pode ser observado através de alteragoes na qualidade do solo, ar e principalmente

da agua.

Os poluentes industriais constituem-se de residuos gerados na indistria de uma
maneira geral, onde a maior parte dos problemas ambientais é ocasionada pela ampla
produgao dessas substancias. Sao intmeras as fontes poluidoras, indo desde remédios e
produtos de higiene que consumimos diariamente, até os pesticidas utilizados nas lavouras.
Dentre as principais produtoras de residuos, temos a industria téxtil, pois as atividades
empregadas nos processos de tingimento envolvem elevado consumo de agua e baixo apro-
veitamento de insumos, o que acaba gerando problemas devido a eliminacao de rejeitos
toxicos provenientes dos subprodutos gerados, o que torna seu potencial poluente bastante

significativo.

Grandes quantidades de efluentes téxteis sao descartadas diariamente no mundo
todo em aguas naturais. Os corantes sao os principais residuos desses efluentes, sendo estes
compostos de dificil degradagao e altamente toxicos para o meio ambiente (ALMEIDA,
2016). O descarte destas substancias nos corpos hidricos sem um tratamento adequado
pode ocasionar problemas graves em diversos organismos vivos por conta da natureza

toxica e mutagénica de seus constituintes.

O desenvolvimento de processos biotecnolégicos para tratamento de efluentes tem
sido objeto de grande interesse nos tltimos tempos devido ao aumento da fiscalizagao e
rigidez das regras ambientais, além da preocupacao com a estética e qualidade do meio
ambiente. O Conselho Nacional do Meio Ambiente-CONAMA, 6rgao maximo que rege a

legislacao ambiental brasileira, estabelece na Resolucao 430, de 2011 os padroes de lanca-
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mento para efluentes liquidos. A legislacao brasileira institui que os estados e municipios
também possam ter suas proprias legislagoes, desde que nao conflitem com a federal,
mesmo sendo mais restritivas (CONAMA, 2011), entretanto esta ainda nao cita parame-
tros para o descarte de efluentes contendo corantes, o que muitas vezes fica a cargo das
legislacoes estaduais e municipais como por exemplo o Decreto n® 14.250, de 5 de junho de
1981 do estado de Santa Catarina que proibe o langamento de efluentes contendo corantes
artificiais que nao sejam removiveis por processos de coagulagao, sedimentagao e filtragao
convencionais (BRASIL, 1980).

2.2 Corantes

De maneira geral podemos dizer que os corantes sao compostos organicos inten-
samente coloridos ou fluorescentes que possuem afinidade com o substrato ao qual estao
sendo aplicados e lhes conferem cor através da absorgao seletiva da luz. O substrato ge-
ralmente é uma fibra téxtil, mas pode ser papel, couro, cabelo, pele, materiais plasticos,

drogas farmacologicas, ceras, cosméticos ou alimento (SUAREZ, 2017).

A determinacao da cor de um corante depende da sua estrutura quimica, na qual
a distribuicao eletronica entre os grupos funcionais e cadeia de atomos determina a emis-
sao de uma determinada faixa de cor proveniente da reflexdo da radiagao visivel (luz)

(BAFANA; DEVI; CHAKRABARTI, 2011).

Os corantes sao, em geral, moléculas que possuem trés grupos principais: Cromo-

foro, Auxocromo e Cromdgeno, conforme ilustrado na figura 1.

Cromaéforo

N£/©
NONE

* Cromogeno
Auxocromo

Figura 1 — Estrutura quimica de um corante

O croméforo - E um grupo de dtomos com uma ou mais ligacdes insaturadas,
sendo o principal responsavel por determinar a cor da substancia, pois absorve a luz em
um determinado comprimento de onda. Sua estrutura quimica pode conter grupos aminas,
azos, sulfénicos e fons metalicos, o que os torna moléculas de dificil remocao, permane-
cendo no ambiente por um longo periodo de tempo (MORAES; FREIRE; DURAN;, 2000;
ALMEIDA, 2016).
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Auxocromo - Sao substituintes doadores ou aceptores de elétrons que determinam
a solubilidade da substancia e intensificam a acao do cromoéforo e consequentemente a
coloragao do produto; Os auxocromos por si s6 nao produzem cor em uma molécula, no
entanto, quando estao ligados a um cromoéforo, eles aumentam a intensidade da cor e

mudam a absor¢do de luz para comprimentos de ondas maiores (SUAREZ, 2017).

Cromoégeno - E um composto quimico que pode ser colorido ou que pode apresen-
tar cor caso seja substituido de maneira adequada. Geralmente caracteriza-se por anéis

aromaticos onde o cromoforo e o auxocromo estarao presentes (BELTRAN, 2015)

A classificacdo detalhada dos corantes é feita no Indice Internacional de Cores,
também conhecido como Color Index (C.I.), um sistema de classifica¢do tinico e definitivo
para corantes e pigmentos que divide os corantes de acordo com as principais classes
quimicas (INDEX, 2018). Descrever cada um foge aos objetivos deste trabalho, tendo
em vista o impacto ambiental imediato iremos descrever apenas os corantes utilizados na

industria téxtil.

2.2.1 Corantes téxteis

Corantes téxteis sao compostos organicos cuja fungao é conferir cor a fibra do tecido
(substrato) em condigbes previamente estabelecidas. Existem vérios tipos de corantes
téxteis diferentes, que podem ser classificados através de sua estrutura quimica ou pelo
método de fixagao nas fibras dos tecidos. De acordo com (ALMEIDA, 2016; REIS, 2009;
GUARATINI; ZANONTI, 2000), dividem-se em:

e Corantes Acidos: Correspondem a um grande grupo de corantes anioénicos que
possuem pelo menos um grupo sulfénico em sua estrutura quimica. A presenca desses
grupos ionizaveis torna o corante mais soliivel em agua e sao de grande importancia
na interacao com a fibra do tecido, pois no processo de fixacao o corante se liga
a fibra através de uma troca idnica com os grupos amino e carboxilato das fibras

protéicas.

e Corantes Basicos: Também conhecidos como corantes cationicos, sao soluveis em
agua, empregados no tingimento de papel e fibras acrilicas. Dividem-se em diversas

classes quimicas como Azo, Antraquinona, Oxima, entre outras.

e Corantes Branqueadores: Sao empregados para diminuir a tonalidade amare-
lada que as fibras téxteis no estado bruto possuem. Apresentam grupos carboxilicos
azometino (-N=CH-) ou etilénicos (-CH=CH-) ligados a anéis aroméaticos em suas

estruturas quimicas.

e Corantes a Cuba: Sao praticamente insoltveis em agua e apresentam mais de um

anel aromético em sua estrutura quimica. Sao aplicados na forma soluvel reduzida
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e entao oxidados para sua forma original, insoluvel. A maior aplicacao deste tipo de
corante tem sido a tintura de algodao, embora devido as suas excelentes propriedades

de fixacao, outros materiais também tém sido utilizados.

e Corantes Diretos: Sao corantes soliiveis em agua, que possuem um ou mais grupos
azo na molécula. Interagem com as fibras de celulose através de forcas de van der
Waals e a afinidade do corante pelo substrato pode ser aumentada utilizando um
eletrolito, pela planaridade na configuragao da molécula do corante ou a dupla liga-
¢ao conjugada que favorece o aumento da adsorcao do corante sobre a fibra. Possui
um alto grau de exaustao durante sua aplicacao e consequentemente diminuigao da

quantidade de corante nas dguas de rejeito.

e Corantes Dispersivos: Esta classe de corantes tem sido utilizada principalmente
para tinturas de fibras sintéticas, como: acetato de celulose, nylon, poliéster e polia-
crilonitrila. Sao insoluveis em 4gua, e aplicados através de suspensao. Geralmente o
processo de fixagao ocorre na presenca de agentes dispersantes com longas cadeias
que possuem a funcao de estabilizar a suspensao do corante, facilitando o contato

com a fibra hidrofobica.

e Corantes de Enxofre: Também conhecidos como corantes sulfurosos, a princi-
pal caracteristica dessa classe é a presenca de atomos de enxofre a molécula. Sao
insoliveis em agua e apresentam residuos toxicos. Estes compostos tém sido uti-
lizados principalmente na tintura de fibras celulésicas, entretanto, estes corantes

apresentam residuos altamente toxicos.

e Corantes Pré-Metalizados: Utilizados principalmente no tingimento de fibras
protéicas e poliamidas. Explora-se a capacidade de interagao entre o metal e os
grupos funcionais portadores de pares de elétrons livres, como aqueles prsentes nas
fibras protéicas. Possui desvantagem ecolégica, pois gera efluentes com altos niveis

de metais.

e Corantes Reativos: Possuem uma alta solubilidade em agua e sao utilizados prin-
cipalmente em fibras celulésicas. Possuem um grupo eletrofilico capaz de formar li-
gagoes covalentes como grupos hidroxila das fibras de celuldsicas, com grupos amino,
hidroxila e ti6is das fibras protéicas e também com os grupos amino das poliami-
das, o que confere grande estabilidade na cor do tecido tingido quando comparado
a outros tipos de corantes onde o processo de coloracao se opera através de outros

mecanismos.

e Corantes Azoicos: Sao corantes de dificil biodegradabilidade, e constituem a maior
e mais importante classe de corantes organicos sintéticos utilizados na industria

téxtil. Dentre as classes de corantes citadas anteriormente, esta é que apresenta
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maior relevancia em funcao da grande quantidade de aplicacoes que estas substancias
tém na sociedade, indo desde alimentos até aplicacoes medicinais. Dedicaremos uma

parte deste trabalho para abordarmos as caracteristicas desta classe de corantes.

2.2.2 Azocorantes

Azocorantes sao substancias organicas caracterizadas pela ligacdao dupla entre dois
atomos de nitrogénio (-N=N-), arranjo ao qual se d4 o nome de grupamento azo (cromo-
foro), que se apresenta ligado a anéis aroméaticos (cromogeno), na presenga de estruturas
funcionais (auxocromos), como o grupamento amino (N Hs) ou sulfénico (SO3H) (CA-
MARA, 2017). Correspondem a maior e mais diversificada classe de corantes sintéticos
utilizados na industria em diversas aplicacoes, uma vez que sao facilmente sintetizados,

de custo acessivel e possuem amplo espectro de cores.

O processo de sintese deste tipo de corante teve inicio em 1858 quado um cientista
chamado Peter Griess, desenvolveu o processo de producgao de fons que contém o grupo
diazonio (—N,), que posteriormente se acoplam ao anel aromético para formar uma dupla
ligacao entre nitrogénios na cadeia organica, técnica conhecida como reagao diazo ou de
diazotacao. Posteriormente, em 1864, Carl Alexander Martius, um pesquisador alemao,
descobriu como sintetizar os primeiros azocorantes a partir do uso de anilina e outras
aminas aroméaticas (BAFANA; DEVI; CHAKRABARTI, 2011).

Estima-se que a producao mundial de azocorantes esteja em cerca de um milhao
de toneladas por ano, havendo mais de 2000 tipos diferentes dessas substéncias em uso,
o que determina que mais da metade de todos os corantes no mundo seja dessa classe
quimica (ELBANNA et al., 2017). Entretanto, varios azocorantes, especialmente os co-
rantes a base de benzidina foram proibidos em muitos paises devido a sua toxicidade e
persisténcia no meio ambiente, pois os efluentes contendo esses corantes sao normalmente
descarregados em corpos d’agua e seus efeitos adversos contra os organismos aquaticos

foram estudados, revelando toxicidade para muitas algas, peixes e crustaceos (BAFANA;
DEVI; CHAKRABARTI, 2011).

A toxicidade dos azocorantes em humanos e demais seres vivos vém sendo bastante
estudada. Diversos efeitos negativos relacionados ao contato com essas substancias em
trabalhadores da industria téxtil e outras atividades que envolvem o uso de corantes azo
foram relatados, podemos citar: tumores na bexiga, rins e figado, surgimento de asmas,
eczema, dermatite de contato e irritagao dos olhos, evidenciando o potencial toxico destas

substancias até mesmo quando nao ha consumo direto (CHUNG, 2016).

Apesar de representarem um grande risco para a saude e meio ambiente, vérios
paises menos desenvolvidos como o Brasil, ainda possuem uma legislacao ineficiente que

nao define parametros para o descarte de tais substancias. Além disso, muitos paises
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ainda nao cessaram a producao de corantes considerados toxicos, onde podemos citar o

azocorante vermelho congo por este apresentar grande potencialidade econémica.

2.2.3 O Vermelho Congo

Na secao anterior discutimos a classe dos azocorantes. Em funcao do grande uso
e do seu potencial econémico vamos aprofundar um pouco mais um deles: O Vermelho
Congo (Congo Red). Ele foi sintetizado pela primeira vez em 1883 por Paul Bottiger que
vendeu sua patente para a empresa Alema Agfa-Gevaert N.V. (AGFA). Em 1884, em
homenagem a um evento importante sobre a colonizacao da Africa o produto foi batizado
comercialmente com o nome conhecido até hoje (STEENSMA, 2001).

Seu nome IUPAC é 3,3’-(4,”-Bifenildiilbisazo)bis-4amino-1-naftalinsulfonato)-de dis-
sodio, com formula Csy Hag NgNasOg Sy e peso molecular: 696.66 g/mol, trata-se de sal de
sodio soluvel em adgua que forma uma solugao coloidal vermelha. Consiste em um corante
anidnico altamente toxico e carcinogénico, no entanto, amplamente utilizado em diferen-
tes industrias tais como: a téxtil, de couro, de papel e celulose, onde uma quantidade

significativa dessa substancia é liberada como efluente no sistema aquatico.

Em histologia e microscopia, o vermelho congo é utilizado para coloragao de ami-
loidose, para as paredes celulares de fungos e plantas, além da membrana externa de
bactérias Gram-negativas. Também pode ser utilizado como indicador de pH devido a
uma mudanga de coloragao de azul pra vermelho em pH 3.0-5.2 (Figura 2) (STEENSMA,
2001).

Figura 2 — Solugoes do corante vermelho congo em pH=2 (azul) e pH=10 (vermelho)

Sua estrutura quimica contém anéis de benzeno e naftaleno que nao podem ser
degradados por métodos convencionais (Figura 3 ). Além disso, possui alta estabilidade 6p-
tica, térmica e fisico-quimica devido a presenga de estrutura aroméatica (KAMAL; KHAN;
ASIRI, 2016)

Diversos métodos para o tratamento e remocao de corantes tém sido relatados na li-

teratura, como: adsorgao, coagulagao/floculagdo, biodegradagao e tratamentos biologicos,
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Figura 3 — Estrutura quimica do corante Vermelho Congo

entretanto a técnica de redugao catalitica tem se mostrado promissora, pois, enquanto
os outros métodos apresentam desvantagens como alto custo, problemas de despejo de
residuos apos o tratamento, transferéncia de corantes penas de um meio para o outro,
processamento lento e producao de subprodutos téxicos, na reducao catalitica as molécu-
las de vermelho congo sofrem clivagem na ligacao azo durante a reagao e sao convertidas
em produtos menos toxicos para o meio ambiente (NASEEM; BEGUM; FAROOQI, 2017,
NASEEM et al., 2018).

2.3 Nanoparticulas (NPs)

As nanoparticulas tem despertado o interesse da comunidade cientifica devido a
suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas, além de sua reatividade, atributos que
permitem o emprego destas nas mais diversas areas, podendo ser utilizadas da fabricacao

de cosméticos até a remediagao ambiental.

As propriedades destas substancias dependem de fatores como composicao qui-
mica, concentracao, estado de agregacao, tamanho e forma da particula, que estao di-
retamente ligadas a reatividade e condutividade das mesmas e do recobrimento que vai
moldar sua interagdo com o meio (GRASSIAN, 2008).

Nanoparticulas de metais nobres como ouro, prata, platina e palddio tém sido
amplamente empregadas devido as suas caracteristicas tnicas, pois além das citadas an-
teriormente, ainda podem apresentar comportamentos eletronicos e 6pticos diferenciados,
caracteristicos de NPs metéalicas, o que as direcionam para potenciais aplicagoes em me-
dicina, materiais biomédicos, armazenamento de informacoes, dispositivos épticos, eletro-

nicos, magnéticos, fotdnicos, tratamento de dgua e catalise (ALBERNAZ, 2014).

Muitos estudos tém se voltado para as Nanoparticulas de Prata (AgNPs) motiva-
dos por suas propriedades como boa condutividade elétrica, atividades fotoeletroquimica
e antimicrobiana além do forte poder de redu¢ao (ANDRADE, 2013). As AgNPs tam-
bém possuem atividade antimicrobiana, ocorrendo efeito sinérgico quando essas particulas

estao combinadas com outras substancias (DURAN et al., 2016).

Neste trabalho foram utilizadas nanoparticulas metélicas, mais especificamente as
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Nanoparticulas de Prata e cujo o processo de sintese seré detalhado na préxima secao.

2.3.1 Sintese e estabilizacdo de Nanoparticulas

A sintese de nanoparticulas metéalicas é baseada em técnicas fisicas ou quimicas. Os
processos fisicos geralmente envolvem a deposi¢ao do metal, que é evaporado e depositado
em um substrato apropriado, ou entao a subdivisao de aglomerados metalicos através de
processos mecanicos (TOSHIMA, 2007). Ja os métodos quimicos comumente envolvem
redugao de um sal metalico ou ions metalicos por um agente redutor em meio liquido
(ZHANG; NOGUEZ, 2008). A sintese de M-NPs em solu¢ao necessita de trés componen-
tes principais: o precursor do metal, agentes redutores e agentes estabilizantes, sendo que
propriedades como tamanho uniforme e particulas monodispersas podem ser conseguidos
controlando as fases de nucleacao e empilhamento dos ntcleos alterando parametros ex-
perimentais como o precursor, pH, temperatura e agentes redutores (HAIDER; KANG,
2015).

Para evitar a agregacao e aglomeracao das nanoparticulas, utilizam-se agentes
estabilizadores, que pode ser um polimero, tiocompostos, e o encapsulamento em micro-
emulsoes (NAIR; LAURENCIN, 2007). Estes componentes sao essenciais para o controle
do crescimento das NPs, uma vez que, se o estabilizante estiver fracamente associado ao
metal, havera pouca ou nenhuma protecao e as nanoparticulas continuarao agregando-se,
mas, se o estabilizante estiver intensamente ligado a superficie das NPs ele pode limitar
ou até mesmo cessar seu crescimento (ZHANG; NOGUEZ, 2008). Além disso, os agentes
estabilizantes também sao capazes de compensar as forcas atrativas de Van der Waals

através de forcas de repulsao estéricas e eletrostaticas entre ions adsorvidos e contra-ions
associados (GENTRY; FREDERICKS; KRCHNAVEK, 2009).

A estabilizagao eletrostatica acontece quando as forcas eletrostéticas repulsivas su-
peram as forcas atrativas de Van der Waals entre as particulas. H4 uma adsorcao de fons
a superficie metéalica, resultando em multi-camadas as quais criam uma forca de repulsao
entre as particulas individuais (AIKEN; FINKE, 1999). J4 a estabilizagao estérica é obtida,
envolvendo o centro metalico por uma camada de um material que é estericamente volu-

moso, tal como polimero e surfactante, que promovem uma barreira estérica prevenindo
a aproximacao dos centros metalicos (PATAKFALVI; PAPP; DEKANY, 2007).

No presente trabalho foram sintetizadas nanoparticulas de prata através da redu-
¢ao do metal na presenca do agente redutor borohidreto de s6dio (NaBH,) como descrito
na reacgao a seguir:

1 1
AgNOsaq) + NaBHyaq) = Agis) + 5 Hag) + 5 B2How) + NaNOsaq)

Nesta reacao, parte do borohidreto de s6dio é consumida na redugao de prata

ionica a prata metalica, enquanto o NaBH, excedente adsorve-se a superficie das nano-
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particulas da prata reduzida, fornecendo uma camada elétrica carregada negativamente e
como consequéncia ocorre uma repulsao eletrostatica que evita a agregagao das estruturas
(MULFINGER et al., 2007). Entretanto, apenas a interagao eletrostatica como mecanismo
de inibi¢ao do processo de agregacao das NPs nao é muito eficiente uma vez que esse ar-
tificio nao apresenta resisténcia a mudangas em ampla faixa de pH, sendo necesséria a
adigdo de um agente estabilizante no sistema (NETO, 2010). Neste trabalho, utilizamos
os polissacarideos goma do cajueiro (GC), goma do cajueiro acetilada (GCA) e goma do

cajueiro carboximetilada (GCC) como agente estabilizantes.

A goma do cajueiro possui grupos carregados que promovem uma repulsao eletros-
tatica e também apresenta cadeias longas que envolvem a superficie das nanoparticulas,
sendo estas estruturas responsaveis por outro mecanismo de estabilizagao de nanoparti-

culas, o impedimento estérico, que minimiza ou evita a agregacao (JR. et al., 2012).

Nesse mecanismo, quanto mais proxima uma superficie da outra, menor sera o
espago para a acomodacao das macromoléculas, diminuindo o nimero e conformacoes
possiveis para cada uma. A medida que essas moléculas se aproximam, ocorre uma di-
minuicao da entropia, aumentando a energia livre, o que torna a aproximacao termo-
dinamicamente desfavoravel, promovendo estabilidade ao sistema. Esses dois efeitos, em
conjunto, constituem a estabilizacao eletrostérica, que ocorre, por exemplo, em nanopar-

ticulas estabilizadas com polissacarideos extraidos da goma do cajueiro (SCHUE, 2004).

O processo inicial de caracterizacao de nanoparticulas metéalicas é realizado, em
geral, através da banda SPR (ressonéncia de plasmons de superficie) e assim sua micro-
estrutura pode ser investigada por espectroscopia de UV-Visivel. Este método é bastante
utilizado para a confirmacao da formacao de tais substancias por ser de baixo custo e
facil manuseamento (LIU et al., 2012). Outras técnicas como espectroscopia no infraver-
melho por transformada de Fourrier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy - FTIR),
Espalhamento dindmico da luz ( Dynamic Light Scattering - DLS), Microscopia de forga,
atomica (Atomic Force Microscopy - AFM), Analise de rastreamento de nanoparticulas
(Nanoparticle Tracking Analysis - NTA) e potencial ZETA podem ser utilizadas em com-
plemento para a caracterizacao das NPs, a escolha depende da natureza do material e das

informagoes que se deseja obter.

2.4 Goma do Cajueiro

Gomas sao polimeros naturais formados por unidades de monossacarideos que
unidos através de ligagoes glicosidicas dao origem a estruturas maiores — os polissacarideos.
Atualmente sdo muito empregadas e exercem variadas fungoes na industria de alimentos,
cosméticos, quimica e farmacéutica (ZAMPA et al., 2007; PRAJAPATT et al., 2013). As

mais utilizadas sao: amido, gomar guar, goma ardbica, tragacanto, gelana e agar.
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A busca por gomas com novas propriedades tem atraido a atencao de pesquisadores
pelos exsudatos! de arvores de clima tropical, onde podemos citar a goma do cajueiro. O
estudo de suas caracteristicas tem despertado o interesse cientifico por possuir proprieda-
des semelhantes as da goma arabica que ja é amplamente utilizada, podendo substitui-la
na industria farmacéutica como aglutinante de capsulas e comprimidos, na industria ali-
menticia como estabilizante de cerveja, sucos e sorvetes, entres outros, o que reduziria
o custo de importagao da Goma Arébica para o Brasil (MOTHE; CORREIA, 2002; T
NESTOR J, 2007). Outra vantagem da utilizacdo da Goma do Cajueiro é sua abundancia

no territério nacional, o que torna sua utilizagao de baixo custo e facil obtencao.

Goma do cajueiro (GC) trata-se de um heteropolissacarideo acido, ramificado, de
cadeia longa e de elevado peso molecular, extraido do exsudato do cajueiro (Anacardium
occidentale L.), arvore vastamente encontrada na regiao nordeste do pais, principalmente
nos estados do Ceara, Piauf e Rio Grande do Norte (CAMPOS et al., 2012). E apontada
como um promissor biomaterial, pois apresenta caracteristicas emulsionantes (PORTO;
CRISTIANINI, 2014), cicatrizantes (PORTO, 2006), antioxidante (OLIVEIRA et al.,
2011) e antitumoral (FLOR&NCIO, 2007), além de possuir baixa toxicidade (PORTO,
2006). Apresenta constitui¢ao variavel de acordo com a regiao de cultivo, sendo a goma
do cajueiro originaria do nordeste brasileiro composta por: ramnose (3,2%), arabinose
(4,6%), galactose (72%), glicose (14%), acido glicuronico (4,5%) (QUELEMES et al.,
2013). (Figura 4).

H OH
o HO
H HO
H H
OH H
Arabinose
CH,
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B
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H OH H OH
Ramnose Acido glicurénico

Figura 4 — Unidades de monossacarideos presentes na composi¢ao da Goma do Cajueiro.

1 Resina de coloracdo amarelada, soltivel em &gua, obtida naturalmente em resposta a agressdes mi-

crobianas, intempéries fisicas, ou também, por incisoes feitas no tronco e ramos da arvore.
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A GC possui uma estrutura de galactose ramificada, sendo constituida por uma
cadeia principal com liga¢oes 5 — (1 — 3) e, de cadeias laterais, com ligagoes 5 — (1 —
6), substituidas por cadeias laterais compostas por a-L-Ramnose, 5-D-Galactose e a-L-
Arabinose (Figura 5) (QUELEMES et al., 2013).
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Figura 5 — Estrutura da goma de cajueiro. GAL (galactose); GLI (glicose); AC. GLIC
(4cido glicuronico). R representa: D-manose, D-xilose, L-ramnose ou L-
arabinose. R” representa: D-glicose ou acido D-glicurdnico. (Fonte: Quelemes
et al, 2013)

Modificagoes na estrutura dessas gomas surgem como proposta de melhorar suas
propriedades e, assim, ampliar suas aplicacoes, na literatura sao relatados varios estu-
dos que propuseram modificacoes de sua estrutura através de reacoes de funcionalizacao
polimérica, como podemos citar carboximetilagao (SILVA et al., 2004) e acetilagao (PI-
TOMBEIRA et al., 2015) para o aumento e redugao da hidrofilicidade respectivamente
(Figura 6).
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A goma do cajueiro tem sido empregada na sintese de intimeras nanoparticulas,
sendo direcionadas para as mais variadas func¢oes como: Utilizagao na liberacao de far-
macos (MOTHE; CORREIA, 2002), avaliagao das atividades antibacteriana e citotoxica,
(QUELEMES et al., 2013), em papiloscopia forense na revelagdo de impressoes digitais
latentes (FARIA, 2016), entre outras aplicagoes.

0] 0
HLOH A
HO
OH © o
o)
OH OH
Carboximetilagéo Acetilagao

Figura 6 — Fragmento da estrutura da goma do cajueiro modificada pelo processo de Car-
boximetilacao e pelo processo de Acetilagao.

2.5 Atividade catalitica

Catalisadores sao substancias que aceleram a velocidade de uma reagao quimica,
diminuindo sua energia de ativacao, ou seja, promovem um caminho alternativo dos re-
agentes até os produtos sem serem consumidos durante a reacao. Estas substancias sao
bem comuns e desempenham um papel importante na realizacao de varias reacoes quimi-
cas, sejam no nosso organismo (enzimas) ou ambito industrial. Sua relevancia também é

refletida na protegao ambiental e satude publica.

Existem dois tipos de catéalise: A homogénea (catalisador presente na mesma fase
que as moléculas de reagentes) e a heterogénea (catalisador em fase diferente das moléculas
de reagentes), onde esta ultima é bastante utilizada pela industria, geralmente como um
solido em contato com os reagentes na fase gasosa ou como soluc¢ao liquida (BROWN

THEODORE; LEMAY, 2005).

A catalise através de nanoparticulas metéalicas tem se mostrado promissora, pois
sua eficiéncia se sobressai aos demais catalisadores devido a grande porcentagem de ato-

mos em sua superficie, neste sentido, menores particulas resultam numa maior atividade
catalitica por unidade de metal (SIGNORI, 2010).
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2.6 Atividade antimicrobiana

O efeito antimicrobiano da prata é bastante conhecido na literatura. No passado,
esta era utilizada no tratamento contra patologias provocadas por bactérias, como a
Staphylococcus aureus e também no tratamento de queimaduras. Com a descoberta dos
antibioticos, houve uma reducao consideravel na utilizacao dessa substancia como agente
bactericida. Porém, com a selecao de cepas resistentes a antibioticos, provocado pelo seu
uso excessivo, a investigagao da prata e de seus compostos como, por exemplo, as nanopar-
ticulas, contra diversos micro-organismos voltaram a despertar interesse de pesquisadores

para o desenvolvimento de novos antimicrobianos (CHOPRA, 2007).

Um aspecto importante da atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata é

o efeito sinérgico que ocorre quando essas particulas sao combinadas a outros compostos
naturais e sintéticos (MORAES; FREIRE; DURAN, 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Sintetizar, caracterizar, avaliar o potencial catalitico, antimicrobiano e a toxici-
dade de nanoparticulas de prata, estabilizadas com goma do cajueiro, goma do cajueiro

acetilada e goma do cajueiro carboximetilada.

3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoparticulas de prata, utilizando como estabilizantes goma do cajueiro,

goma do cajueiro acetilada e goma do cajueiro carboximetilada;
e Confirmar, utilizando espectroscopia de UV-Visivel, a formagao das nanoparticulas;

e Utilizar o método de Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier

para auxiliar na identificacao das nanoparticulas formadas;

e Avaliar a estabilidade e tamanho das nanoparticulas sintetizadas por meio das téc-

nicas de Espalhamento de Luz Dinamico e Potencial Zeta;

e Conhecer a morfologia e tamanho das nanoparticulas através da Microscopia de

forca atomica e Anélise de rastreamento de nanoparticulas;

e Verificar o potencial catalitico das nanoparticulas através da reagao de reducao do

corante vermelho congo;
e Avaliar a reciclabilidade das nanoparticulas sintetizadas neste trabalho.

e Investigar o potencial antimicrobiano das nanoparticulas frente & cepas de Staphy-

lococcus aureus e Escherichia coli.

e Verificar a toxicidade em sistema in vivo frente ao modelo de larvas de Galleria

mellonella.
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4 METODOS

4.1 Exsudato do Cajueiro

O exsudato do cajueiro (Anacardium occidentale) utilizado neste trabalho é pro-

veniente do municipio de [lha Grande do Piaui, localizado na planicie litoranea piauiense.

4.2 |solamento da Goma

O isolamento da goma do cajueiro ocorreu adaptando-se a metodologia proposta
por Rodrigues e Paula (1993). Inicialmente, preparou-se uma solugao da goma bruta a 1
%, onde 10 g de exsudado foram dissolvidos em 100 mL de 4gua ultrapura e deixados sob
constante agitacao até que fossem totalmente dissolvidos. Posteriormente, esta mistura
foi filtrada, para remocao de impurezas, e o pH da solugao ajustado para 7, utilizando-
se uma solu¢ao de NaOH (0,01 M). Apos o ajuste do pH para 7, 2 g de NaCl foram
adicionados a solugao, que foi deixada sob agitacao por aproximadamente 1 hora. Em
seguida, objetivando obter o precipitado, adicionou-se etanol em uma proporgao de 4:1
(etanol/goma). Esta solugao foi filtrada e o precipitado lavado duas vezes com etanol e

uma vez com acetona. O produto final foi seco sob fluxo de ar quente.

4.3 Carboximetilacdo da goma do cajueiro

Este procedimento foi realizado segundo Silva e colaboradores (2004), com adapta-
¢oes. Uma massa de 10 g de goma isolada foi ressuspendida em 10 mL de dgua ultrapura
e deixada sob agitagao até que a solugao ficasse homogénea. Em seguida, 5,4 mL de uma
solu¢do de NaOH (10 M) foi adicionado & solugdo homogeneizada, que foi agitada por
mais 10 minutos. posteriormente, 5,4 mL de acido monocloroacético foi adicionado a so-
lugao e a mistura foi deixada sob agitacao a 55 °C por 3 horas. O pH foi ajustado para 7
e a mistura foi submetida a precipitagdo com etanol, em uma razao 3:1 (etanol/goma), e

acetona. O produto final obtido foi seco sob fluxo de ar quente.

4.4  Acetilacdo da goma do cajueiro

A goma de caju acetilada foi obtida a partir do método proposto por Motozato
(1986), com adaptagoes, como descrito por Pitombeira, et al (2015). Neste processo, 1 g
de goma de caju foi suspensa em 20 mL de formamida sob agitacao vigorosa. Adicionou-se

3 g de piridina e 7 g de anidrido acético e a mistura foi deixada sob agitagao a 50°C por 24
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h. O produto final foi obtido por precipitacao com 400 mL de dgua. O solido foi filtrado,

lavado com agua destilada e seco sob fluxo de ar quente.

45 Preparo de Solucdes

A solucao de vermelho congo 3. 10 > M foi preparada utilizando dgua destilada.

Em seguida esta solucao foi dividida em 3 aliquotas e seu pH foi ajustado utilizando
hidréxido de sédio (NaOH-0,5 M) e Acido cloridrico (HCI-0,5 M) obtendo-se ao final
amostras com pH=2, pH=7 e pH=10.

4.6 Sintese de AgNPs

Sintetizou-se 3 tipos de NPs: Nanoparticula de Prata estabilizada com Goma do
Cajueiro (GC-AgNPs), Nanoparticula de Prata estabilizada com Goma do Cajueiro Ace-
tilada (GCA-AgNPs) e Nanoparticula de Prata estabilizada com Goma do Cajueiro Car-
boximetilada (GCC-AgNPs). Todas as sinteses seguiram o mesmo procedimento, ou seja,
para um volume final de 5 mL, solubilizou-se 0,015 g do polissacarideo (0,3 %) em agua
(2,5 mL) com o auxilio do agitador magnético a 900 rpm durante 24 horas, em seguida
adicionou-se 2,5 mL de solugao de nitrato de prata (AgNOs) 1 mM e 180 pL de solugao
de borohidreto de s6dio (NaBH,), mantendo a mistura sob agitagao durante 20 minutos.
Foram preparadas 4 amostras de cada tipo de nanoparticula produzida. A cada sintese,

a concentracao de NaBH, foi alterada, como segue:

e GC-AgNPs (1) — Sintese utilizando NaBH4(1073M)
e GC-AgNPs (2) — Sintese utilizando NaBH4(1072M)
e GC-AgNPs (3) — Sintese utilizando NaBH4(107! M)
e GC-AgNPs (4) — Sintese utilizando NaBH4(1M)

e GCA-AgNPs (1) — Sintese utilizando NaBH4(1073 M)
e GCA-AgNPs (2) — Sintese utilizando NaBH,(1072M)
e GCA-AgNPs (3) — Sintese utilizando NaBH4(107' M)
e GCA-AgNPs (4) — Sintese utilizando NaBH,(1M)

e GCC-AgNPs (1) — Sintese utilizando NaBH, (1073 M)
e GCC-AgNPs (2) — Sintese utilizando NaBH4(1072M)

e GCC-AgNPs (3) — Sintese utilizando NaBH4(107' M)



Capitulo 4. METODOS 31

e GCC-AgNPs (4) — Sintese utilizando NaBH,(1M)

4.7 Caracterizacdo de AgNPs

Nesta parte do trabalho serao abordadas as técnicas de caracterizagao empregadas

no estudo das nanoparticulas.

4.7.1 Espectroscopia de UV-Visivel

A formacao e estabilidade das nanoparticulas de prata, foram investigadas através
da espectroscopia de UV- Visivel na faixa de 300 a 700 nm observando-se a formagao da
banda plasmonica caracteristicas de AgNPs com o objetivo de confirmar sua formacao.
Esta técnica ainda pode apresentar-se como uma alternativa para acompanhar a estabi-
lidade das substancias formadas. Para tanto, as solugoes de AgNPs foram armazenadas

protegidas da luz, a uma temperatura de 10 °C, e foram monitoradas a cada 30 dias.

O ensaio de descoloracgao do corante vermelho congo na presenca do agente redutor
também foi acompanhada através dos espectros UV-Vis a partir da sequéncia de leituras
ao longo do tempo com intervalos de 5 minutos entre cada leitura. Em todo o processo

utilizou-se um espectrofotéometro UV-Visivel - UV-1800 Shimadzu (Kyoto-Japao).

47.2 Potencial Zeta e Espalhamento Dindmico da Luz

A sigla DLS é acrénimo de Dynamic Light Scattering ou Espalhamento Dindmico
da Luz. Este € um método que permite determinar o diametro hidrodinamico das parti-
culas em suspensao num fluido a partir de propriedades advindas do espalhamento de luz
decorrido do movimento Browniano das particulas (ALBERNAZ, 2014).

Ja o Potencial Zeta consiste num método utilizado na investigagao da estabili-
dade de suspensoes ou emulsoes coloidais,refletindo a carga efetiva nas particulas, que se

correlacionam com a repulsao eletrostética entre elas e com a estabilidade da suspensao
(CASANOVA, 2010).

As medidas de DLS e potencial zeta foram realizadas no instrumento HORIBA
Scientific Nanoparticle Analyzer SZ-100 no Laboratério de Automontagem Supramolecu-
lar (LAS) As amostras foram diluidas na propor¢ao de 1: 5 e analisadas em triplicata,

com nimero de medidas no automatico, utilizando angulo de 90° e temperatura a 25°C.

4.7.3 Microscopia de Forca Atémica

As amostras GC-AgNPs, GCA-AgNPS e GCC-AgNPs foram diluidas na proporgao

de 1: 10, em agua ultrapura e deixadas no ultrassom durante 15 minutos, posteriormente
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retirou-se uma aliquota de 10 uL de cada amostra, que foram depositadas individualmente
em uma superficie de mica limpa e permaneceram por 15 minutos a temperatura ambiente

para a secagem e realizacao da analise.

A Microscopia de For¢a Atémica foi realizada utilizando o equipamento TT-AFM
(AFM Workshop - EUA) no modo contato intermitente, usando pontas APPNano-ACT50
em uma frequéncia de amplitude aproximadamente 362,02 kHz. O programa Gwyddion
2.45, foi utilizado para tratar as imagens e obter o tamanho (nandémetros) das nanopar-
ticulas. A anélise estatistica dos resultados obtidos foi realizada com o uso do programa
GraphPad Prism 7.01. Para obter a média de tamanho foi aplicado o teste ANOVA de
uma via com pos-teste de Tukey. Os resultados expressos como média + desvio padrao

(DP) e um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

474 Analise de Rastreamento de Nanoparticulas

As nanoparticulas foram analisadas utilizando o equipamento Malvern Panaltyical
NanoSight NS300, equipado com um moédulo de laser de 642 nm (Malvern, UK) e software
NTA 3.3 para obtencao dados sobre o tamanho e concentracao de particulas suspensas
no meio. As amostras foram diluidas utilizando 4dgua ultrapura, e uma aliquota da sus-
pensao diluida foi retirada com uma seringa de plastico e injetada na célula de fluxo do

equipamento.

Para obter uma melhor visao das particulas, o foco e o nivel da camera foram
ajustados apds conferir que nao havia bolhas de ar e nenhuma particula aderida as pa-
redes das células. Cinco videos de 1 minuto cada, foram capturados, enquanto a amostra
avangava através da célula de fluxo a uma taxa de 2 pL/min, permitindo a medi¢ao de

um ndmero maior de particulas de tamanhos variados através da aliquota.

As configuragoes de analise, em particular o limiar de deteccao, foram definidas
dependendo da intensidade de luz dispersa que foi observada nos videos capturados. As
medidas foram realizadas a 25 °C, e para analise dos dados, o valor de viscosidade consi-
derado foi o da adgua. Cada video foi analisado independentemente e os resultados foram

automaticamente mesclados em um grafico de distribui¢ao de tamanho de particula.

475 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (Fourier Trans-
form Infrared Spectroscopy) - FTIR apresenta-se como uma poderosa ferramenta na iden-
tificacao de compostos orgéanicos e inorgéanicos puros, pois é capaz de identificar diferentes
ligagoes quimicas entre atomos pelas deformagoes rotacionais e vibracionais, as quais
absorvem energia em determinada frequéncia de ressonéancia, de acordo com as caracte-
risticas quimicas dos atomos envolvidos (SKOOG D. A.; WEST, 2010).
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Neste trabalho, os espectros foram obtidos em espectrofotometro SHIMADZU
IR Affinity-1S no modo transmitancia, e utilizadas para investigar a formagao interacao

das AgNPs com suas respectivas gomas.

4.8 Avaliacdo da Atividade Catalitica das Nanoparticulas

A atividade catalitica das AgNPs sintetizadas foi testada para o teste de descolo-
racao de solugoes aquosas do corante Vermelho Congo 3,0-107°M na presenca de NaBHy
1-1073M (VEISIL; AZIZI; MOHAMMADI, 2018). Um ensaio controle foi realizado sem a
presenca das AgNPs para verificar o tempo de reacao na auséncia do catalisador. O A4z

para o corante foi monitorado em 498 nm .

Nesta reagao, 2 mL de AgNPs (pH = 7) diluidas na proporc¢ao de 1:10 foram
adicionados a solugao de 5,0 mL de corante e 12,5 mL. de NaB H, em seguida transferidas
para a cubeta de quartzo. A rea¢do ocorreu & temperatura ambiente (£20°C) sendo
monitorada via UV-Visivel, com leituras no intervalo de 5 minutos cada, na faixa de
300 a 700 nm. A progressao da reacao foi observada pela diminui¢ao da intensidade da
banda de absorbancia maxima do corante vermelho congo na regiao de 498 nm. A reagao

foi repetida utilizando solugoes do corante com pH = 2 e pH = 10.

Para avaliar a eficiéncia de reciclagem dos nanocatalisadores, as amostras de GC-
AgNPs, GCA-AgNPs e GCC-AgNPs utilizadas nos teste de descoloragao descrito ante-
riormente foram reaplicadas em novas solugoes contendo o vermelho congo e o agente

redutor, e seu tempo de reacao foi observado.

4.9 Atividade Antimicrobiana das AgNPs

A atividade antibacteriana das AgNPs sobre bactérias Gram-positivas (Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus MRSA 43300) e Gram-negativas ( Es-
cherichia coli ATCC 25922) foi avaliada seguindo a metodologia proposta por CLSI(2012).

As bactérias foram previamente semeadas em placas de Petri contendo agar Mu-
eller Hinton, incubadas a 35°C £+ 2 por 24h, em condigoes aerdbicas. Apos 24 horas,
colonias isoladas foram suspensas em solugao salina estéril (NaCl 0,85% (p/v)), até que
se obtivesse uma absorbéancia entre o intervalo de 0,08 a 0,1 sob um comprimento de onda
de 625 nm, o que corresponde a aproximadamente 1-2 -10®* UFC/mL na escala de Mc-
Farland. Em seguida, esta suspensao foi diluida na proporcao de 1:10 em solucao salina
estéril, sendo que, desta diluigao foram retiradas as aliquotas que constituiram o inoculo
para a realizacao dos experimentos de Concentragao Inibitoria Minima (Minimum Inhi-
bitory Concentration - MIC) e Concentragao Bactericida Minima (Minimum Bactericidal

Concentration - MBC) descritos a seguir.
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4.9.1 Analise de concentracdo inibitéria minima e concentracdo bactericida mi-
nima

Pelo método de determinagao da concentragao inibitéria minima foi utilizada placa
de microdiluigao de 96 pocos, no qual foi realizada uma diluicao seriada de razao 2
com concentragoes de nanoparticula variando de 54 pg/mL a 0,052 pg/mL em caldo
de Mueller-Hinton, inoculado com 5 - 10° UFC/mL para cada bactéria (CLSI, 2012). As

placas foram incubadas a 35 °C £ 2 por 24 h, em condic¢oes aerdbicas.

Como controle positivo determinou-se a concentragao inibitéria minima dos anti-
bioticos padrao efetivos contra as bactérias testadas: Oxacilina para S.aureus; Vancomi-
cina para S.aureus resistente a meticilina e Meropenem para FE. coli. A MIC foi definida

como a menor concentragao que inibiu o crescimento visual bacteriano.

Para a determinagao da concentracdo bactericida minima, aliquotas (10) de to-
dos os pogos com concentragoes iguais ou superiores & MIC foram subcultivadas em agar
Mueller-Hinton. O MBC foi definido como a menor concentragao que nao permitiu cres-
cimento no agar. Em ambos os testes, os micro-organismos foram incubados durante 24 h
em temperatura de 35 °C + 2, em condic¢oes aerdbicas. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata.

4.10 Avaliacdo da toxicidade do sistema

4.10.1 Toxicidade em larvas de Galleria mellonella

Para a avaliagdo da toxicidade das substancias utilizadas neste trabalho GC-
AgNPs, GCC-AgNPs, GCA-AgNPs, solugao de corante vermelho congo 3 -107°M e re-
siduo do teste de redugao do vermelho congo, que chamaremos de (nano + corante),
utilizou-se o modelo Galleria mellonella, no qual foram selecionadas, aleatoriamente, lar-
vas do sexto instar (250-300 mg). As larvas foram cultivadas a 30 °C no biotério do
Instituto de biologia da Universidade de Brasilia e a avaliacao da toxicidade foi realizada
como descrito por Ignasiak and Maxwell, 2017. Inicialmente, 10 L de cada amostra a
ser analisada foi injetada em grupos contendo dezesseis larvas mantendo as concentragoes
empregadas nos testes anteriores. Todas as inoculac¢oes foram realizadas no ultimo proleg
de cada larva com o auxilio de uma seringa (seringa Hamilton). Um grupo inoculado com
apenas PBS (solugao salina) foi usado como controle. As larvas foram entao incubadas a
37 °C e a sobrevivéncia foi monitorada diariamente por sete dias considerando as larvas
mortas aquelas que nao apresentavam movimento quando estimuladas ao toque. Cada
grupo foi testado duas vezes e uma curva de sobrevivéncia foi gerada usando o software
Graphpad Prism 6.0.
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4.10.2 Contagem de hemdcitos totais

A contagem de hemécitos ! totais foi realizada como descrito por Tomiotto-Pellissier,

2016. Cada amostra a ser analisada foi injetada em cinco larvas no ultimo estégio larval
que permaneceram incubadas por 24 horas a 37 °C. De cada grupo, 100 uL de hemolinfa
foram retirados e transferidos para um tubo contendo 900 L de IPS gelado (salina fisio-
logica de insetos: cloreto de soédio 150 mM, cloreto de potassio 5 mM, 10 mM tris HC1 pH
6,9, 10 mM EDTA e 30 citrato de sodio mM). Os tubos foram centrifugados (2000 rpm e a
4°C por 5 minutos), o sobrenadante removido e lavado com IPS. Uma nova centrifugagao
foi realizada e apos a remocgao do sobrenadante, 1000 L de IPS foram adicionados e os
hemocitos contados em uma camera Neubauer utilizando azul de tripan. Foram realizados
trés réplicas biologicas de cada tratamento e os dados estatisticos realizados no GraphPad
Prism 6.0.

L (Celulas encontradas nos sistemas circulatérios de diversos animais invertebrados, que atuam como

células de defesa do sistema imune.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.1 Sintese de AgNPs

A sintese ocorreu a partir da redugao do sal AgNOj3 utilizando o NaBH, como
agente redutor, o excesso deste reagente auxilia na estabilizagao da dispersao, além de con-
ferir carga negativa as nanoparticulas, fato que ocorre devido a adsorcao dos fons BH, na
superficie das mesmas (OLIVEIRA, 2014). A escolha pelo borohidreto de s6dio ocorreu
por ele ser um forte agente redutor, o que favorece a velocidade da reagao, tornando-a
mais veloz, obtendo assim particulas menores em comparacao com as particulas formadas
utilizando redutores mais fracos (GARCIA, 2011). Entretanto, as nanoparticulas ainda
podem formar aglomerados, e para evitar esse processo é necessaria a utilizagao de estabi-
lizantes tais como os polissacarideos goma do cajueiro, goma do cajueiro carboximetilada

e goma do cajueiro acetilada que foram utilizados no desenvolvimento deste trabalho.

Durante o processo de sintese das nanoparticulas, ocorreu mudanga na colora-
¢ao das solugoes ap6s a adicao do NaBHy, que inicialmente eram incolores, tornando-se

amareladas, indicando a formacao de AgNPs.

As AgNPs foram produzidas variando a concentracao de NaBH,4 com objetivo de
obter particulas com menores didmetros e maior estabilidade, sendo possivel constatar
com o auxilio do UV-Visivel que houve formacao de AgNPs com todas a concentragoes
de NaBH, testadas, porém, havendo variacoes na intensidade do banda plasménica e na

tonalidade da coloracao de cada solugao, como sera relatado adiante.

5.2 Caracterizacdo de AgNPs

5.2.1 Espectroscopia de Uv-Visivel

Através da espectroscopia UV-Vis observa-se que todas as amostras exibiram
banda de absorcao entre 380 e 450nm, regiao caracteristica de nanoparticulas de prata,
indicando que houve formacao de NPs em todas as concentracoes de borohidreto de so6-
dio utilizadas (Figura 7). As amostras que contém maior concentragao do agente redutor
(1M) exibiram os picos mais estreitos, o que indica menor dispersao das nanoparticulas,
enquanto os picos mais largos sugerem agregagao das mesmas (SONG et al., 2009). Gar-
cia (2011), ao sintetizar nanoparticulas de prata através do método de redugdo quimica,
para a aplicagoes bactericidas em téxteis, destaca o excesso de borohidreto de sédio como

necessario para a formacao de particulas menores e mais estaveis.
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Figura 7 — Espectro de UV-Visivel das nanoparticulas GC-AgNPs, GCA-AgNPs e GCC-
AgNPs, os ntimeros indicam a concentracao de borohidreto utilizada em cada
sintese (1)= 0,001 M, (2)= 0,01M, (3)= 0,1 M e (4)= 1 M.

Também é possivel notar que ao aumentar a concentracao de NaB H, nas solugoes,
a coloragao amarela caracteristica das AgNPs se tornou mais intensa, como mostrado na

figura 8:
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Figura 8 — Solucoes de nanoparticulas de prata sintetizadas, a leve diferenca entre a tona-
lidade das amostras se deve as diferentes concentragoes de NaBH, (descritas
nos frascos) que foram utilizadas durante o processo de sintese.

5.2.2 Potencial Zeta e Espalhamento Dindmico da Luz

O valor absoluto do potencial zeta ¢é utilizado como parametro indicativo da esta-
bilidade do sistema coloidal. Valores mais elevados representam uma maior concentragao
de carga na superficie da particula e consequentemente uma maior repulsao eletrostética
entre elas, o que favorece a formagao de uma suspensao coloidal estavel (ANDRADE,
2013). Um alto potencial zeta (negativo ou positivo) significa que as particulas tendem
a se repelir. O limite tedrico de estabilidade é |30|mV, ou seja, um sistema coloidal seré
estavel se seu potencial zeta for maior que 30 mV ou menor que -30 mV (VERTELOV et
al., 2008).

Todas as nanoparticulas sintetizadas neste trabalho apresentaram carga superficial
negativa conforme a tabela 1. Comparando-se as amostras de AgNPs que apresentam di-
ferentes concentracoes de NaBH,, temos que os valores do potencial zeta nao apresentam
grandes alteragoes. Entretanto, ao confrontar as amostras com mesma concentragao de
NaBH,, variando-se apenas o agente estabilizante, nota-se uma maior diferenca nesses

valores, obtendo-se os valores mais negativos para as AgNPs do tipo GCA.

J& o tamanho hidrodinamico das particulas foi acompanhado pela técnica de Es-
palhamento Dinamico da Luz (DLS), pois embora a espectroscopia de UV-Vis identifique
a formagao de AgNPs, a técnica de DLS apresenta dados mais especificos em relagao ao
tamanho das nanoparticulas. As vantagens da utilizagdo deste método para analisar o
tamanho das particulas inclui a capacidade de fornecer informagoes sobre a estimativa
média do conjunto de nanoparticulas em suspensao, além de apresentar sensibilidade su-
ficiente para detectar uma ampla gama de tamanhos de particulas e ser um procedimento

de analise répida.

Nas amostras que apresentam mesma concentracao de borohidreto de s6dio modi-
ficando o agente estabilizante é possivel observar que houve grandes varia¢oes nos valores

do tamanho das particulas (Tabela 1). Através destes resultados percebemos que a con-
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centragao do agente redutor e do estabilizante sao fatores importantes no controle do

tamanho e estabilidade das nanoparticulas.

Amostra ZETA (mV) Tamanho médio (nm)
GC-AgNP (1) -395 + 4,6 695 £ 7.0
GC-AgNP (2)  -23,1 + 3,1 135,7 4 **
GC-AgNP (3) -354+5,0 93,9 &+ 38,3
GC-AgNP (4)  -30,6 + 2,5 95.1 + 20,3
GCA-AgNP (1) 65,3 + 2.9 80,0 + 8,9
GCA-AgNP (2) 652 + 0,5 67.0 + 11,3
GCA-AgNP (3) -69,6 £1,6 136,5 &+ **
GCA-AgNP (4) 513+ 14 431 4 9.1
GCC-AgNP (1) -21,46 + 2.3 244,7 + **
GCC-AgNP (2) -125 + 5.3 140,5 + 32,8
GCC-AgNP (3) -24,7 + 2.8 55,2 4+ 2.3
GCC-AgNP (4) -335 + 1,7 55,0 & 5,1

Tabela 1 — Valores de DLS e Potencial Zeta obtidos para os trés grupos de nanoparticulas
sintetizadas (GC-AgNPs, GCA-AgNPs e GCC-AgNPs), os numeros indicam
a concentracao de NaBH, utilizada em cada sintese (1)= 0,001 M, (2)= 0,01
M, (3)= 0,1 M e (4)= 1 M.

A partir o valores obtidos para tamanho e carga das nanoparticulas apresentadas,
selecionamos uma amostra de cada grupo para as as analises posteriores. Serao utilizadas
as solugoes GC-AgNPs(4), GCA-AgNPs(4) e GCC-AgNPs(4), ou seja as amostras com
NaBH, 1M, pois estas apresentaram os menores tamanhos de particula quando compa-
radas as outras amostras de seus respectivos grupos, além disso, os valores de potencial

zeta indicam a estabilidade dos sistemas.

5.2.3 Microscopia de Forca Atémica

A microscopia de forca atomica foi empregada para obter informacgoes sobre tama-
nho, forma e também distribuicao das nanoparticulas. Sua capacidade para caracterizar
objetos em escala nanométrica o torna ideal para determinar a distribuicao de tamanho
das nanoparticulas (HOO et al., 2008).

Na figura 9 temos imagens representativas de GC-AgNPs (A), GCC-AgNPs (B)
e GCA-AgNPs (C), que apresentaram-se esféricas e heterogéneas. A amostra (B) exibiu
a populagdo com maior tamanho de particulas se comparada com as amostras (A) e
(C). Tal caracteristica pode ter ocorrido devido a aglomeracao das nanoparticulas na
amostra (B), pois como foi observado, GCC-AgNPs apresenta uma maior concentragao
de nanoparticulas, o que pode ocasionar a sobreposi¢ao das mesmas e como resultado, a

escala de altura (eixo Z) nas imagens podem representar a particula de maior tamanho
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analisada. Entretanto, para avaliar o tamanho real das nanoparticulas, o substrato é
descontado da altura apresentada pelas mesmas, exibindo na forma de grafico o tamanho
médio (nm) das populagoes analisadas (D). Para GC-AgNPs ¢ CCA-AgNPs, a média
de tamanho observada foi entre 30-40 nm. J& para as nanoparticulas GCC-AgNPs, o
tamanho médio observado foi de 40 nm, com um desvio padrao um pouco maior que
as populacoes anteriores, devido a uma maior heterogeneidade de tamanho apresentada

nessa populacgao.

501

404

30+

20+

Tamanho (nm)

104

Figura 9 — Imagens obtidas através de microscopia de forga atomica para CG-AgNPs (A);
GCC-AgNPs (B); GCA-AgNPs (C), e Média de tamanho das nanoparticulas
(D). Para obter a média de tamanho foi aplicado o teste ANOVA e os resultados
expressos como média = desvio padrao. As imagens se encontram com barras
de escala de 9 um e com resolugao de 512 pixels.

5.2.4 Analise por rastreamento de nanoparticulas

A analise de rastreamento de nanoparticulas (Nanoparticle Traking Analysis -
NTA) trata-se de um método empregado para andlise e visualizagdo direta de nano-
particulas que utiliza as propriedades de espalhamento dindmico da luz e movimentos
Brownianos para obter a distribui¢do de tamanho das particulas em suspensao (HOLE
et al., 2013). Por ser uma técnica de alta resolu¢ao, o NTA fornece ainda a concentragao

aproximada de particulas presentes na solucao.
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Através da figura 10, verifica-se que as amostras GC-AgNPs e GCC-AgNPs apre-
sentam populagao com distribuigdo de tamanho unimodal, enquanto GCA-AgNPs exibe

uma distribui¢ao multimodal, com diferentes tamanhos de nanoparticulas.
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Figura 10 — Anélise do tamanho de particula por analise de rastreamento de nanoparticu-
las (NTA) para (A) GC-AgNPs, (B) GCA-AgNPs e (C) GCC-AgNPs todas
com |[NaBH4|= 1M

O tamanho médio e a concentracao encontrada para as nanoparticulas estao apre-
sentados na tabela 2. As nanoparticulas do tipo GCC-AgNPs apresentaram o maior valor
de tamanho e as do tipo GC-AgNPs apresentaram o menor valor, corroborando com os
resultados obtidos nas analises de espalhamento dinamico da luz e microscopia de forca

atomica, onde o mesmo padrao de tamanho foi observado.

Amostra ~ Tamanho médio (nm) Concentragao de particulas/ml
GC-AgNPs 03,3 £ 2.1 3.50.10°
GCA-AgNPs 122.4 + 16,3 7.21.107
GCC-AgNPs 142,6 + 2,1 2,16.10°

Tabela 2 — Valores de tamanho médio (nm) + desvio padrao e concentragao de particulas
por ml de amostra obtidos através da técnica de analise de rastreamento de
nanoparticulas (NTA).
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5.2.5 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A interacao do polissacarideo com as AgNPs foi confirmada por andlise espectral
de infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR) da Goma do cajueiro (GC), Goma
do cajueiro acetilada (GCA), Goma do cajueiro carboximetilada (GCC) e suas NPs.

O espectro de GC (Figura 11) apresenta banda de absorgao larga na regiao de 3304

I atribuida as vibracoes de estiramento O-H e uma de menor intensidade em 2918

cm

em ™!, associada a vibracoes de estiramento C-H. A absorcao em 1646 cm~! ocorre devido
a vibragao O-H (BUENO, 1990). J& as bandas em 1148, 1074 e 1030 cm ™! sao referentes
ao estiramento de C-O-C e dos grupos O-H das unidades glicosidicas (SILVA et al., 2009;
PITOMBEIRA et al., 2015). No espectro de GC-AgNP, além dos grupos encontrados para,
GC, temos o surgimento de uma banda na regiao de 1415 em ™! atribuido a vibracoes de

estiramento C-N devido a interagao do polissacarideo com a AgNP (PAVIA D.L., 2010).
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Figura 11 — Espectros obtidos por FT-IR para a Goma do cajueiro (GC) e para a Nano-
particula de Prata estabilizada com Goma do cajueiro (GC-AgNP).

No espectro de GCA (Figura 12) podemos confirmar a modificagdo do polissaca-
rideo através da auséncia de banda na regiao de 3400 cm ™! presente na goma do cajueiro
devido & insergao de grupos acetila (PITOMBEIRA et al., 2015). Também é observa-se
picos em 1378 e 1740 cm ™1, pertencentes aos grupos C=0, e dois grandes picos na regiao
entre 1000-1300 em ™! atribuidos ao grupo C-O de ésteres (PAVIA D.L., 2010). Ao anali-
sar o espectro de sua nanoparticula, é possivel perceber a diminui¢cao dos picos em 1378

! l'e 0 alargamento em 1740 cm ™!, todos referentes

cm™ e na regiao entre 1000-1300 em™
ao grupo de éster. Essas alteragoes podem ter ocorrido devido a interagao do polissaca-
rideo com a nanoparticula. Este resultado corrobora com os obtidos através da analise
do potencial zeta que exibe valores mais negativos para as nanoparticulas que utilizaram

este polissacarideo, fato que pode ser explicado devido a substituigao dos grupos OH pelo
grupo COO.
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Figura 12 — Espectros obtidos por FT-IR para a Goma do cajueiro Acetilada (GCA) e
para a Nanoparticula de Prata estabilizada com Goma do Cajueiro Acetilada

(GCA-AgNP).

No espectro obtido para a GCC (Figura 13) além das bandas encontradas no

1

espectro da GC, encontramos um pico de intensidade moderado em 1750 em ™", associado

ao estiramento C=0 e picos de fraca intensidade na regiao entre 1210 a 1320 ecm ! devido
ao estiramento C-O | provenientes do processo de carboximetilagao (SILVA et al., 2010;
PAVIA D.L., 2010). Entretanto, ao analisar sua nanoparticula, temos o desaparecimento
do pico citado anteriormente, sugerindo que o grupo responsavel pela carboximetilacao da

goma do cajueiro pode ter sido consumido durante o processo de sintese da nanoparticula.
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Figura 13 — Espectros obtidos por FT-IR para a Goma do cajueiro Carboximetilada
(GCC) e para a Nanoparticula de Prata estabilizada com Goma do Caju-
eiro Carboximetilada (GCC-AgNP).
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5.3 Avaliacdo da Atividade Catalitica das Nanoparticulas

O presente estudo investigou a eficicia de GC-AgNPs, GCC-AgNPs e GCA-AgNPs
como catalisadores na reacao de reducao do corante vermelho congo com o borohidreto

de sédio.

Um experimento controle foi realizado utilizando apenas a solugao de vermelho
congo e o borohidreto de sdédio para verificar o tempo de reacao na auséncia das nanopar-
ticulas (Figura 14-A). Nesta etapa, observou-se uma taxa de redugdo muito lenta. Apos
12 horas de reacao do corante na presenga do NaBH,, nao houve grande mudanca na
absorbancia, nem na sua coloragao (Figura 15), indicando que a rea¢do néo ocorreu com-
pletamente nesta situacao e que nao é cineticamente favoravel, surgindo a necessidade de

utilizar catalisadores para diminuir o tempo de reagao.
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Figura 14 — (A) Teste de degradagao do corante vermelho congo em solugdo aquosa com
NaBH, registrada a cada 2 horas de reagao (B) In (A;/Ap) versus tempo de
reacao para o teste de degradagao do corante

Figura 15 — Solugoes do corante vermelho congo antes (A) e apos 12 horas de reagao com
o NaBH, (B).

Ja os espectros de UV-Visivel para as reagoes que utilizaram as nanoparticulas
GC-AgNPs (Figura 16-A) , GCA-AgNPs (Figura 17-A) e GCC-AgNPs (Figura 18-A)
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como catalisadores do borohidreto de s6dio na redugao do vermelho congo, exibem uma
diminuicao gradual do valor maximo de absorbancia na banda caracteristica do corante
em fungao do tempo de reagao, bem como sua descoloracao, que foi de vermelho a incolor
em 25 minutos (Figura 19), indicando uma mudanca na cinética da reacao devido ao efeito

catalitico das AgNPs empregadas.
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Figura 16 — (A) Teste de degradagao do corante vermelho congo em solugao aquosa uti-
lizando as GC-AgNPs como catalisador do NaBH,, registrada a cada 5 min
de reagao. (B) In (A;/Ap) versus tempo de reacao para o teste de degradagao

do corante
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Figura 17 — (A) Teste de degradagao do corante vermelho congo em solugao aquosa utili-
zando as GCA-AgNPs como catalisador do NaB Hy, registrada a cada 5 min
de reagao. (B) In (A;/Ap) versus tempo de reagao para o teste de degradagao
do corante

Os resultados indicam que as nanoparticulas auxiliam o redutor borohidreto de
sodio na possivel clivagem da ligacao —-N = N- do grupo cromoéforo presente na estrutura do
azocorante e consequentemente descoloragao das solugoes (ALJAMALI, 2015) (ZHENG;
WANG, 2012). A auséncia de coloragao e o desaparecimento de sua banda de absor¢ao

comprovam a eficiéncia das AgNPs como catalisadores na reacao em questao.
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Figura 18 — (A) Teste de degradagao do corante vermelho congo em solugao aquosa utili-
zando as GCC-AgNPs como catalisador do NaBH,, registrada a cada 5 min
de reagao. (B) In (A;/Ao) versus tempo de reacao para o teste de degradagao
do corante

Figura 19 — Solugoes do corante vermelho congo antes (Vermelho) e apds o teste de
descoloragao utilizando as nanoparticulas GC-AgNPs como catalisador do
NaBH, (Incolor).

Estes dados mostraram-se vantajosos frente ao trabalho desenvolvido por (SARA-
VANAN et al., 2017) que utilizou nanoparticulas de prata estabilizadas com exopolissa-
carideos como catalisadores na degradagao do corante vermelho congo, tendo a reacao

completa em 240 minutos, com k= 12,57-103min .

Com o objetivo de analisar a eficiéncia do nanocatalisador nos meios acido e ba-
sico, foram utilizadas solugoes do corante com pH=2 e pH=10. O tempo de descoloracao
destas solugoes foi semelhante ao obtido para a reagao utilizando o corante com pH=7
descrita anteriormente, sugerindo assim que o pH inicial do corante nao altere o efeito das
nanoparticulas nas situagoes observadas. Zheng (2012), ao utilizar nanoparticulas de prata
com hidrogel para catalisar a reducao do corante vermelho congo também nao observou

mudanga no tempo de reacao com a alteracao do pH inicial do corante.

Por meio das figuras 14 (B), 16 (B), 17 (B) e 18 (B), é possivel observar uma

correlagao linear de In(A;/Ay) versus o tempo, onde Ay e A; s@o as absorbancias no
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tempo 0 e no tempo t, respectivamente. Portanto, o ordem da reagao foi considerada
de pseudo-primeira ordem em relacao ao corante isolado. Essa reagao ocorre quando a
concentracao de um dos reagentes permanece constante seja porque esta em excesso em
relacdo aos outros reagentes, ou porque se trata de um catalisador. A medida que a reacéo
ocorre, apenas uma pequena fragao do reagente em excesso é consumida, sendo assim, sua

concentragao pode ser considerada constante.

A cinética da reagao pode ser descrita como (A;/Ay) = —kt, sendo k a constante de
taxa aparente de primeira ordem (min~!) e t, o tempo de reacao, verificando-se através
destes resultados que as reagoes que utilizaram as AgNPs apresentaram valor de k 10
vezes maior que o obtido na reagdo que ocorreu na auséncia destas (controle) e também na
reacao apresentada pelo trabalho de Saravanan (2017) citado anteriormente, enfatizando

o potencial catalitico promissor dessas nanoparticulas.

Ao compararmos a constante de taxa aparente obtida para as reacoes catalisadas,
percebemos que também ha uma diferenca entre esses valores, fato que pode ser escla-
recido através do tamanho das particulas utilizadas. Com o auxilio das técnicas DLS,
AFM e NTA, vimos que GC-AgNPs e GCC-AgNPs exibiram respectivamente os meno-
res e os maiores tamanhos de particula, o que contribuiu para o melhor desempenho de
GC-AgNPs, contrariamente ao apresentado por GCC-AgNPs, evidenciando que o menor
tamanho de particula colabora para a maior velocidade de reagao, pois pode resultar em
uma maior area superficial, aumentando o potencial catalitico da substancia em questao
(ZHANG; LI; CHEN, 2009). Outros trabalhos que utilizaram nanoparticulas como cata-
lisadores na descoloracao de azocorantes, também obtiveram as melhores taxas de reacao
com as menores particulas (SALEM; BAKR; EL-ATTAR, 2017) e (PING et al., 2018).

Embora as NPs utilizadas neste trabalho exibirem uma boa atividade catalitica, a
reciclagem das mesmas também foi avaliada. As GC-AgNPS, GCA-AgNPs e GCC-AgNPs
foram reaplicadas no teste de descoloracao do corante vermelho congo, sendo possivel
constatar que sua eficiéncia catalitica permanece sem grandes alteragoes no tempo de

reacao por dois ciclos.

5.4 Atividade Antimicrobiana das AgNPs

Para analise da atividade antibacteriana wn wvitro das nanoparticulas, utilizou-se
a determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (MIC) para cepas Gram-positivas de
S. aureus ATCC 29213 e S. aureus MRSA 43300 (Methicillin resistant Staphylococcus
aureus) e Gram-negativas E. coli ATCC 25922.

Através dos resultados obtidos, (Tabela 3) temos que a amostra GC-AgNPs nao
exibiu atividade inibitoria, fato que pode ser explicado devido ao polissacarideo utilizado

nao apresentar atividade antimicrobiana para as cepas testadas (TORQUATO et al.,
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2004).

Ja as GCA-AgNPs e GCC-AgNPs foram capazes de inibir o crescimento de todas
as cepas. Verifica-se que as GCC-AgNPs apresentaram resultado semelhante para as trés
cepas, enquanto para as GCA-AgNPs a menor MIC foi encontrada para a bactéria Gram-
positiva Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Ao comparar estas tltimas, a melhor atividade observada para GCA-AgNPs pode
ter ocorrido devido esta amostra apresentar menor tamanho de particula, o que melhora
sua interagao com os microrganismos devido a sua elevada area superficial, possibilitando
que as AgNPs ataquem a superficie celular e penetrem no interior destes organismos. Além
disso, podem causar danos na cadeia respiratoria, provocando a morte celular e podem
ainda inibir as fungoes do DNA ao interagirem com proteinas que contém fésforo e enxofre
(WONG; LIU, 2010). Resultado semelhante foi obserado no trabalho de Panacek e col
(2006), que ao sintetizar nanoparticulas de prata utilizando sacarideos também obteve o
melhor efeito inibitério com as menores particulas, relacionando assim o menor tamanho

de particula & maior eficiéncia da atividade antimicrobiana.

Em rela¢ao ao MBC, este se encontra acima da maior concentragao testada (0,25mM /
27p g/mL) para todas as amostras citadas anteriormente, evidenciando que as NPs do

tipo GCA e GCC possuem potencial bacteriostatico e nao bactericida frente as cepas

testadas.
Amostras MIC
S. aureus S. aureus E. coli
ATCC 29213 MRSA 43300 ATCC 25922
GC-AgNPs

GCA-AgNPs  0,0625mM/6,75ug/mL  0,25mM/27ug/mL  0,125mM/13,5ug/mL
GCC-AgNPs  0,25mM/27ug/mL 0,25mM /27pg/mL 0,25mM /27 pg/mL
* *

Oxacilina <0,25
Vancomicina * <0,5 *
Meroponem * * <0,1

AgNO;  0,125mM/13,5ug/mL  0,125mM/13,5ug/mL  0,0625mM /6,751g/mL

Tabela 3 — Atividade antimicrobiana das NPs sintetizadas determinada pela concentra-
¢ao inibitoria minima (MIC). (*) Nao apresenta os dados; (-) Nao apresentou
atividade.

5.5 Ensaio de Toxicidade

O vermelho congo é um corante toxico, que pode causar iniimeros problemas em
organismos vivos, assim como relatado em segoes anteriores. Seu teste de reducao foi
catalisado utilizando nanoparticulas metalicas, que por sua vez também podem apresentar

efeitos nocivos. Para avaliar a toxicidade in vivo das substancias utilizadas neste trabalho,
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empregou-se o modelo de Galleria mellonella. Muitos autores tem utilizado este modelo
para avaliar os efeitos toxicos de algumas substancias e dentre as vantagens apresentadas
por este modelo, podemos citar o fato de seu uso ser eticamente aceitavel, apresentar

menor custo de manutenc¢ao e o curso de infeccao durar em média apenas duas semanas

(MYLONAKIS, 2007).

As larvas foram monitoradas durante o periodo de 7 dias e sua curva de sobre-
vivéncia é exibida na figura 20 (A), onde nota-se que houve diferenca estatistica entre
o grupo de larvas tratado com o corante vermelho congo e os demais grupos que foram
analisados, indicando que o corante foi mais letal para as larvas de Galleria mellonela que

as outras solugoes testadas.
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Figura 20 — (A) Curva de sobrevivéncia de Galleria mellonella inoculadas com diferen-
tes formulagoes apos 7 dias de teste. (B) Numero total de hemocitos de G
mellonella tratado com diferentes formulacoes apds 24 horas de teste. Letras
diferentes indicam diferengas estatisticas entre grupos. Ensaios realizados em
triplicata biologica e utilizando ANOVA one way e teste de tukey para com-
paracoes multiplas (p<0.05). (Controle = PBS; Corante = Vermelho congo).

J& o grupo de larvas inoculadas com o residuo do teste de descoloracao do ver-
melho congo apresentou resultados proximos aos obtidos pelo controle PBS, o que nos
sugere uma diminuicao da toxicidade da solucao de corante apos a reagao de redugao uti-
lizando as nanoparticulas como catalisadores. As imagens das populagoes de G. mellonella

inoculadas com as diferentes formulacoes estao no apéndice A.

Na contagem de hemocitos totais (Figura 20-B), observamos uma diferenga esta-
tistica entre o corante e os grupos controle PBS e o residuo da reagao catalisada (nano +
corante) . Houve uma redugao do nimero de células de defesa do grupo tratado com o co-
rante em relagao ao controle. Entretanto, também foi observado uma redugao do ntmero
de células dos grupos tratados com as nanoparticulas, nao diferindo estatisticamente do

corante. Apesar desse fato, as nanoparticulas utilizadas neste trabalho nao mostraram
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serem letais as larvas quando visto o teste da curva de sobrevivéncia. A Porcentagem de

sobrevivéncia das larvas e o nimero de hemocitos totais estao apresentadas na tabela 4.

Ammostra Porcentagem de Namero de médio
sobrevivéncia (%) de hemocitos (céls/mL)

PBS 100 1,53.107
Vermelho Congo 37,5 0,97.107
Nano + Corante 93,7 1,49.107
GC-AgNPs 03,7 0,86.107
GCA-AgNPs 81,2 1,26.107
GCC-AgNPs 93,7 0,94.107

Tabela 4 — Porcentagem de sobrevivéncia de Galleria mellonella inoculadas com diferentes
formulagoes nanoméricas apos 7 dias de teste e niimero total de hemocitos de
Galleria mellonella tratado com diferentes formulagoes nanoméricas apos 24
horas de teste. Ensaio realizado em triplicatas biologicas.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

No presente trabalho, nanoparticulas de prata foram sintetizadas utilizando goma
do cajueiro, goma do cajueiro acetilada e goma do cajueiro carboximetilada como estabi-
lizantes. E possivel concluir que o processo de sintese empregado e que os polissacarideos
utilizados foram eficientes, produzindo particulas com tamanhos entre 25 e 244 nm e boa
estabilidade coloidal. Observa-se também que as nanoparticulas funcionam como catali-
sadores do NaBH, na reacao de redugao do corante vermelho congo. Outro ponto a ser
destacado é o fato das nanoparticulas sintetizadas com a goma modificada apresentarem
melhor atividade antimicrobiana frente aos obtidos com a goma pura. Uma das hipote-
ses que podem ser levantadas para explicar este fenomeno é a redistribuicao das cargas
ocasionada pelos processos de acetilacao e carboximetilacao, porém, tal fato necessita ser
analisado de forma mais aprofundada para melhor compreensao. Em relacao a toxicidade
i viwvo, apesar de reduzirem o nimero de células de defesa da Galleria mellonela, as
nanoparticulas sintetizadas neste trabalho nao foram letais a essas larvas. J4 o corante
vermelho congo, que inicialmente apresentou-se toxico frente a esse sistema, apds passar
pelo processo de reducao catalisado pelas AgNPs teve sua toxidade reduzida, indicando
a formagao de produtos menos nocivos, entretanto é necessario uma maior investigagao
para descobrir o mecanismo responsével pela atividade catalitica das nanoparticulas, bem
como a caracterizagao dos produtos gerados a partir da reagao de descoloracao do verme-

lho congo.
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A APENDICE-A

Imagens dos grupos de larvas de Galleria mellonella utilizadas no teste de toxici-

dade n vivo das substancias utilizadas neste trabalho durante o primeiro dia de teste.

Figura 21 — Grupo de larvas Galleria mellonella utilizadas para o teste de toxicidade in
vivo inoculadas com solugao salina (PBS) como controle da reagao.

Figura 22 — Grupo de larvas Galleria mellonella utilizadas para o teste de toxicidade in
vivo inoculadas com GC-AgNPs.
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Figura 23 — Grupo de larvas Galleria mellonella utilizadas para o teste de toxicidade in
vivo inoculadas com GCA-AgNPs.

Figura 24 — Grupo de larvas Galleria mellonella utilizadas para o teste de toxicidade in
vivo inoculadas com GCC-AgNPs.
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Figura 25 — Grupo de larvas Galleria mellonella utilizadas para o teste de toxicidade in
vwo inoculadas com a solu¢ao do corante vermelho congo.

Figura 26 — Grupo de larvas Galleria mellonella utilizadas para o teste de toxicidade in
viwo inoculadas com a solucao resultante da degradacao do vermelho congo
utilizando as AgNPs como catalisador.
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